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1. Introducción 
La terapia fotodinámica (TFD) se basa en la activación con luz de longitud de onda 
apropiada de un fotosensibilizador en presencia de oxígeno, causando la muerte de las 
células tumorales del tejido afectado [1-3]. Cualquier fuente que emita en la zona de 
absorción del fotsensibilizador y capaz de penetrar suficientemente en el tejido puede 
usarse en la TFD. El espectro de absorción de los fotosensibilizadores actualmente 
utilizados presenta una banda de absorción intensa a 420 nm (Banda de Soret) y bandas 
Q de menor intensidad, siendo la más prominente la que se encuentra a 650 nm. Para 
algunas neoplasias de alta incidencia [4-9], como resulta ser el cáncer de cuelo uterino 
[10,11], la ventana óptica en la cual la luz lega a la zona afectada es suficientemente 
amplia para iluminar con luz de longitud de 405 nm. La aplicación efectiva de la TFD 
requiere no solo que la concentración del fotosensibilizador en el tumor sea suficiente, 
sino también que la cantidad de luz proveniente de la fuente sea apropiada. 
En este trabajo se estudia en efecto de la luz roja de 652 y 633 nm, y luz de 405 nm sobre 
cultivos celulares de células tumorales HeLa de cáncer de cérvix humano. La luz 
proveniente de las fuentes se concentra mediante espejos o la adaptación de un sistema 
de fibras ópticas. La emisión de las fuentes se caracteriza radiométrica y 
fotométricamente: la intensidad de luz emitida por la fuente empleada cumple con la ley 
del cuadrado de la distancia y la absorción depende de la concentración de droga 
fotosensibilizadora. Las curvas de mortalidad celular frente al tratamiento fotodinámico 
(porcentaje de células muertas) se corelacionan con la cantidad de luz que lega de la 
fuente y es absorbida por la droga, siendo significativamente más efectivo el tratamiento 
con luz de 405 nm en comparación con luz roja a igual fluencia (J cm-2). Teniendo en 
cuenta estos resultados se propone el acoplamiento de la fuente con una fibra óptica 
posibilitando la aplicación local de la TFD con alta intensidad de luz. 
Los resultados de este trabajo tendrían un impacto en el hecho de iluminar zonas 
específicas mediante fibra óptica aprovechando las cavidades naturales (cuelo uterino). 
 
2. Experimental 
2.1 Fuente de luz 
El tejido humano es un medio altamente dispersivo que presenta cromóforos biológicos 
responsables de determinar una venta óptica de iluminación. El rango de la misma varía 
desde los 600 nm hasta 800 nm.  
Las fuentes utilizadas para iluminar los cultivos en las respectivas experiencias fueron una 
fuente Láser y fuentes no láser (Fig. 1). La primera coresponde a un Láser (Biolitec 
Cerelas with Medligth FD1 optical fiber) de 654 nm ± 2,4 nm con 0,62 W y 1,1 W como 
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potencia de emisión. Las otras fuentes son LEDs que emiten luz de 633 y 405 nm (Fig. 1). 
Eventualmente se empleó un adaptador óptico –diseñado y construido a propósito– para 
concentrar la luz emitida por el LED (Fig. 2). 
 
 
 Figura 1. Esquema de las fuentes utilizadas para la iluminación. (a) Fuente láser, (b) fuente 
LED. Las fuentes LED que se emplearon emiten luz de longitudes de onda de 633 y 405 nm. En la 
parte inferior se muestra el arreglo experimental para la aplicación de la TFD en cultivos. Las 
distancias de la fuente al cultivo se regula de manera de que la tasa de fluencia sea 
comparable  
 
Figura 2. Lámpara LED de 633 nm sin adaptador óptico(A) y con adaptador (B) a la salida del haz 
de iluminación. 
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2.2 Cultivos celulares 
Los cultivos celulares se prepararon sembrando 50000-100000 células en cápsulas de 
Petri de 3,6 cm de diámetro. Después de 24 hs, los cultivos se incubaron con la 
temoporfirina (m-tetrahidroxifenilclorina, mTHPC, Foscan®) en concentración de 0,5 
g/ml en medio de mantenimiento durante 24 hs, luego se lavaron e iluminaron. La 
viabilidad celular se midió por conteo de células teñidas apropiadamente y por medio de 
ensayos colorimétricos. 
 
3. Resultados  
3.1. Radiometría y Fotometría 
Para caracterizar a las fuentes de iluminación se siguió el hecho de que el flujo luminoso 
emitido por una lámpara puede ser obtenida mediante el uso de la esfera integradora, 
teoría desarolado por Ulbricht (1920). A través de la curva de sensibilidad espectral de 
un observador universal, se puede expresar el flujo radiante V(λ) en términos de flujo 
luminoso [12,13]. 
 
  
Donde, K es la constante de eficiencia para visión fotópica, cuyo valor es 683,002 (lm / 
W), V(λ) es la eficiencia luminosa fotópica relativa y Φ(λ) es la densidad de potencia 
espectral.  
 
La luz emitida por la fuente láser fue acoplada a una fibra óptica la cual presentaba una 
microlente en su extremo con el objeto de hacer diverger el haz de iluminación en un área 
circular con una potencia radiante de 8,65x10−4 W/cm2. 
Las otras fuentes LED tienen las características siguientes: 
(i) Lámpara LED de 637 nm ± 17,67 nm con una potencia de emisión de 1,06 W sin 
difusor (Figura 1). Su potencia radiante calculada fue 6,44x10−4W/cm2. Esta lámpara con 
el adaptador óptico alcanza una potencia de 2,00 W. 
(i) LEDs de 633 y 405 nm con 1 W de potencia.  
 
 
La comparación del grado de solapamiento entre la curva de emisión de las fuentes láser 
y no láser con el espectro de absorción de la droga mTHPC (solución 4 mg/ml en 
metanol) en distintas regiones espectrales se muestran en las Figuras 3 y 4. Se observa 
que la luz láser se acerca más a la longitud de onda de máxima absorción para la banda 
de 650 nm, sin embargo el área de solapamiento resulta mayor en la lámpara LED. Para 
la región comprendida entre 400 – 420 nm, la conocida banda de Soret se superpone con 
la emisión LED de 405 nm de longitud de onda nominal [14]. 
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 Figura 3. Solapamiento entre Láser de Diodo de 1,1 W y LED de 1,06 W contra la curva de 
absorción de la mTHPC en la región espectral 550 – 700 nm . 
 
 
Como complemento a los resultados de la figura 3 una serie de experiencias usando un 
areglo fotométrico para dos concentraciones de mTHPC y diferentes distancias fuente- 
detector fue realizada (Figura 4), permitiendo describir un área de solapamiento entre los 
picos de absorción de la droga y emisión de la fuente, lo cual está relacionado con la 
absorción de fotones por la droga fotoactivable. 
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 Figura 4. Solapamiento entre flujo luminoso para cada cuatro distancias y dos concentraciones de 
droga contra la curva de absorción de la droga. 
 
Finalmente, comparativamente con el láser, el dispositivo LED puede fotoactivar el 
fármaco y producir eficacia en los ensayos de cultivos de células HeLa de forma segura y 
en una manera simple y sencila de utilizar. 
 
3.2. Tratamiento Fotodinámico 
Se prepararon cultivos de células HeLa en condiciones estériles usando el flujo laminar. 
Luego se incubaron con el fotosensibilizador en medio RPMI y suero fetal bovino al 2% en 
(FBS), durante 24 hs en obscuridad para la absorción de la droga. Finalmente se 
expusieron a un cierto tiempo de iluminación por una fuente láser o LED.  
Nuestros resultados previos mostraron que la terapia fotodinámica es más efectiva cuanto 
mayor es la concentración de droga y el tiempo de iluminación. Vale la pena notar que la 
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concentración de droga no puede superar el límite de toxicidad natural (40 g/ml para la 
mTHPC en cultivos de células HeLa), y el tiempo de exposición está limitado a la 
elevación de temperatura en la zona iluminada.  
Luego de la incubación durante 24 horas de cultivos de células HeLa con 0,25μg / ml de 
mTHPC, se iluminaron los cultivos empleando los areglos mostrados en la sección previa 
con el fin de comparar el efecto de la iluminación para distintas fuentes de iluminación. 
Para elo, se eligieron 5 tiempos de iluminación (Figura 5). La evaluación de dicho efecto 
se realizó con la técnica de MTT (metiltetrazolio).  
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 Figura 5. Medida de absorbancia en función del tiempo de iluminación para LEDs de 633 
nm y 405 nm y fuente láser de diodo (LD) de 652 nm para dos potencias de excitación 
(0,6 W y 1,1 W) en cultivos de células HeLa. Se muestra además el efecto fotodinámico 
en células TMC (fibrosarcoma murino). 
 
La fuente láser con la fibra óptica y micro-lente tiene un comportamiento similar al LED de 
1 W con emisión de 405 nm. La absorbancia leída se aproxima a cero para tiempos de 
iluminación menores a 2 minutos. El LED de 633 nm con un tiempo de iluminación de 8 
minutos produce que la absorbancia relativa baje hasta 0,3, aunque con tendencia a 
seguir disminuyendo. 
 
4. Discusión y conclusiones 
La eficiencia del tratamiento fotodinámico en cultivos de células HeLa se relaciona con la 
cantidad de luz adsorbida por la droga. La iluminación con el LED de 405 nm produce la 
mayor mortalidad de células, hecho que se corelaciona con la presencia de un pico 
intenso de absorción en el espectro de la temorporfirina. 
El aumento en la fluencia local también produce un aumento en la eficiencia del 
tratamiento fotodinámico. Esto se observa en el Láser acoplado a la fibra óptica, logrando 
que la absorbancia del metiltetrazolio baje rápidamente para tiempos de iluminación 
superiores a los 3 minutos. 
Estos resultados motivaron el diseño de una fuente LED acoplada a un sistema de fibras 
ópticas que permite localizar la aplicación de la luz con concentrar la luz en un área 
pequeña, logrando un aumento en la fluencia y la posibilidad de localizar el tratamiento de 
acuerdo a los requerimientos de neoplasias específicas.   
Los resultados de este trabajo tendrían un impacto clínico en el hecho de iluminar zonas 
específicas mediante fibra óptica aprovechando las cavidades naturales (cuelo uterino) y 
otro socio-económico por cuanto la tecnología desarolada es económica y podría legar a 
las pacientes de servicios asistenciales públicos. 
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